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terapéutica se emplean espermatozoides del semen 
obtenidos en el momento del procedimiento, aunque 
para ciertos pacientes y para todos los donantes, se 
emplea semen previamente criopreservado que pro-
duce injurias en la gameta. El monitoreo del semen 
no incluye evaluación de componentes espermáticos 
estructurales y/o funcionales. Nuestro equipo de in-
vestigación ha presentado evidencias sobre la expre-
sión de la molécula de adhesión cadherina epitelial 
(CadE) en espermatozoides y ovocitos humanos, y su 
rol en la fecundación*. En este estudio se evaluó la ex-
presión de CadE en espermatozoides de semen fresco 
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Resumen
Las técnicas de reproducción asistida son procedi-
mientos estándar para el tratamiento de la infertili-
dad, si bien, en algunos casos, los resultados aún son 
adversos. Las alteraciones en el hombre contribuyen 
a esta patología en hasta 50% de los casos. Para la 
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y criopreservado de donantes y pacientes. Los estudios 
revelaron un menor porcentaje de espermatozoides 
inmunorreactivos para CadE en semen de donan-
tes previamente criopreservado respecto del obtenido 
previo al congelamiento. Asimismo, se identificaron 
pacientes con porcentajes menores de espermatozoides 
inmunorreactivos para CadE, resultados que se aso-
ciaron a un desempeño alterado en procedimientos 
de FIV e ICSI. Los resultados obtenidos permiten 
proponer a CadE como biomarcador estructural y 
funcional del espermatozoide humano.
(*Marín-Briggiler/Veiga et al, Molecular Human 
Reproduction, 2008)
Palabras claves. Fecundación, espermatozoide, 
cadherina epitelial, criopreservación, infertilidad.
Summary
Assisted Reproductive Technologies (ART) have be-
come standard procedures to treat infertility; howe-
ver, in some cases, results are still disappointing. 
Male infertility has been reported to contribute to 
this pathology in up to 50% of the cases. Therapeutic 
approaches involve the use of spermatozoa recovered 
from ejaculates produced at the time of the procedu-
re or, alternatively, cryopreserved spermatozoa from 
some patients and from all semen donors. Semen 
evaluation does not include assessment of structu-
ral and/or functional sperm proteins. Our research 
group has previously reported a thorough study on 
the expression of epithelial cadherin (Ecadherin) in 
spermatozoa and oocytes, and has shown evidence on 
its involvement in fertilization related events*. In 
the present study, a lower percentage of Ecadherin-
immunoreactive spermatozoa were found in frozen-
thawed spermatozoa from donors when compared to 
an aliquot of the same sample prior to cryopreser-
vation. In addition, a set of samples from subfertile 
patients were found to have decreased percentages 
of Ecadherin-immunoreactive spermatozoa, results 
that were associated to altered sperm performance 
in ART (IFV, ICSI) procedures. Altogether, results 
from these studies lead us to propose a putative role 
of Ecadherin as a structural and functional biomar-
ker for the human spermatozoon. (*Marín-Briggiler/
Veiga et al, Molecular Human Reproduction, 2008)
Key words. Fertilization, spermatozoa, epithelial 
cadherin, cryopreservation, infertility.
Introducción
La infertilidad, definida como la incapacidad 
de concretar un embarazo luego de un tiempo de-
finido (en general de un año) de mantener relacio-
nes sexuales sin tomar medidas anticonceptivas, es 
una patología que afecta hasta un 13-15% de las 
parejas en edad reproductiva a nivel mundial.1 Se 
ha estimado que hasta en un 30% de los casos, 
alteraciones en la fertilidad masculina son causales 
directas de las dificultades en la concepción y en 
hasta un 50% de los casos contribuyen, al menos 
en parte, a la imposibilidad de lograr el embarazo. 
Las técnicas de reproducción asistida han con-
tribuido de manera decisiva en el tratamiento de 
las parejas sin ahondar en las causales de la infer-
tilidad. En la mayor parte de los tratamientos con 
estas tecnologías se emplean espermatozoides de 
muestras de semen obtenidas en el momento del 
procedimiento terapéutico (muestras frescas). Sin 
embargo, en ciertos casos, tales como aquellos 
en los que se presenta la imposibilidad de obten-
ción de la muestra al momento de la aspiración 
folicular, en casos de una aspiración folicular no 
exitosa, o en pacientes oncológicos, también se 
emplea semen previamente criopreservado. Asi-
mismo, en algunos procedimientos se usan mues-
tras de semen de donantes fértiles, las cuales son 
previamente criopreservadas para cumplimentar 
los controles obligatorios previamente a su utili-
zación. Si bien el semen previamente congelado 
tiene un gran valor en el manejo de las parejas 
en tratamiento por infertilidad y se utiliza am-
pliamente en los procedimientos terapéuticos, se 
ha demostrado que la calidad de los espermato-
zoides previamente congelados se ve afectada du-
rante el procedimiento de criopreservación. Entre 
las crioinjurias identificadas, se han descripto la 
pérdida de integridad y fluidez de membrana, así 
como estrés oxidativo que produce peroxidación 
lipídica, fragmentación del ADN y modificacio-
nes en el citoesqueleto espermático.2-6
Tanto en aquellos casos en los que se emplean 
eyaculados obtenidos en el momento del proce-
dimiento, como en los que se usa semen previa-
mente criopreservado, las muestras se someten a 
la evaluación de los parámetros de rutina del se-
men (volumen seminal, así como concentración, 
motilidad y, en ciertos casos, morfología esper-
máticas). Dichos estudios no incluyen el análisis 
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de marcadores de funcionalidad espermática, en 
particular aquellos relacionados con la capacidad 
del espermatozoide de reconocer las envolturas del 
ovocito, ni permiten monitorear la integridad de 
la membrana plasmática en los espermatozoides 
previamente criopreservados.
La identificación de biomarcadores molecula-
res espermáticos asociados a las características fun-
cionales de la gameta masculina y a su integridad 
estructural contribuirá a un mejor conocimiento 
del proceso de fecundación; asimismo, permitirá 
ofrecer alternativas para el diagnóstico y trata-
miento de alteraciones en la capacidad fecundan-
te del espermatozoide y será de gran utilidad en 
el manejo de las muestras de semen procesadas 
como parte del tratamiento de la pareja infértil. 
Al respecto, nuestro grupo de investigación ha 
desarrollado una serie de proyectos enfocados a la 
identificación de proteínas presentes en las game-
tas, asociadas a su funcionalidad. En años recien-
tes, hemos completado un conjunto de estudios 
orientados a la caracterización de la expresión de 
la molécula de adhesión celular cadherina epitelial 
(CadE) en el tracto reproductor masculino y en 
ambas gametas. CadE es el miembro fundador de 
la superfamilia de cadherinas, glicoproteínas de 
membrana que median la adhesión intercelular 
homofílica (cadherina del mismo tipo) de manera 
dependiente de iones calcio.7,8 Como parte de estos 
estudios, describimos la localización específica de 
CadE en ovocitos humanos y en espermatozoides 
no capacitados, capacitados y reaccionados. Asi-
mismo, presentamos evidencias de la participación 
de la CadE espermática en eventos de interacción 
espermatozoide-ovocito, a través de la demostra-
ción de la capacidad de anticuerpos bloqueantes de 
CadE de inhibir la interacción entre las gametas. 
Los estudios de inmunolocalización de CadE re-
velaron una señal específica en la región del capu-
chón acrosomal de espermatozoides humanos no 
capacitados y capacitados in vitro. Las evaluaciones 
empleando protocolos de incubación de esperma-
tozoides con el primer anticuerpo previo a la fi-
jación mostraron el mismo patrón de localización 
de CadE, resultados que sugieren la localización 
de CadE en la membrana plasmática del esperma-
tozoide, y permiten proponer a esta molécula de 
adhesión como biomarcador de la integridad de la 
membrana plasmática del espermatozoide.9 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, desa-
rrollamos un estudio con el objetivo de determinar: 
1) El porcentaje de espermatozoides humanos 
mótiles inmunoreactivos para CadE seleccio-
nados a partir de muestras de semen de donan-
tes normozoospérmicos, recuperados del eya-
culado fresco o previamente criopreservado, a 
fin de evaluar el efecto de la criopreservación 
del semen sobre la integridad de la membrana 
plasmática del espermatozoide.
2) El porcentaje de células inmunoreactivas para 
CadE en espermatozoides mótiles recuperados 
del semen fresco o previamente congelado en 
pacientes en tratamiento por infertilidad, tra-
tados con técnicas de Fecundación In Vitro 
(FIV) estándar o con Inyección intracitoplas-
mática del espermatozoide (ICSI; del inglés, 
Intracytoplasmic Sperm Injection).
Los estudios se realizaron sobre muestras de 
donantes normozoospérmicos y de pacientes con 
anormalidades solo en la morfología o conjunta-
mente con alteraciones en la motilidad, así como 
en pacientes con parámetros seminales normales, 
en algunos casos diagnosticados con esterilidad sin 
causa aparente (ESCA). Para evaluar la expresión 
de CadE en espermatozoides de pacientes en trata-
miento por infertilidad, se estableció una colabo-
ración con el Instituto de Ginecología y Fertilidad 
(IFER, Ciudad Autónoma de Buenos Aires), para 
el desarrollo del proyecto de manera conjunta. 
Materiales y metodos
Bioseguridad & bioética
Todos los procedimientos de laboratorio de-
sarrollados en el curso del proyecto se realizaron 
siguiendo normas aceptadas de seguridad química 
y biológica.
Todas las muestras de semen humanas usadas 
en este proyecto se obtuvieron bajo consentimien-
to escrito de los donantes o pacientes; estos úl-
timos, aceptaron donar el sobrante de muestras 
utilizadas para los procedimientos terapéuticos. 
Los protocolos fueron aprobados por el Comité 
de Ética de la Sociedad Argentina de Investiga-
ción Clínica, del Instituto de Biología y Medici-
na Experimental y del Instituto de Ginecología y 
Fertilidad (Buenos Aires, Argentina). 
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Materiales
Reactivos
Todos los reactivos empleados a lo largo del 
estudio fueron obtenidos de la firma Sigma Che-
mical Co (St Louis, MO, EE.UU.), a menos que 
se indique.
Para la detección de CadE en los ensayos de 
inmunocitoquímica se empleó el anticuerpo poli-
clonal H-108 dirigido contra un segmento protei-
co comprendido entre los aminoácidos 600-707 
(dominio cadherina 5) (Santa Cruz Biotech, Santa 
Cruz, CA, EE.UU.) y anti-inmunoglobulina G 
(IgG) de conejo acoplada al colorante fluores-
cente CY3 (Chemicon-Millipore, Billerica, MA, 
EE.UU.) como segundo anticuerpo. Como con-
trol negativo del ensayo se empleó IgG normal 
purificada de conejo de origen comercial (Sigma).
Muestras de semen
Las muestras de semen humano provenientes 
de donantes normozoospérmicos se evaluaron 
siguiendo los lineamientos de la Organización 
Mundial de la Salud (OMS).10 Las muestras se 
obtuvieron por masturbación luego de un perío-
do de abstinencia sexual de 2 a 4 días. El eyacu-
lado fue mantenido a 37º C hasta completar la 
licuefacción. Solo se incluyeron en los estudios 
las muestras que presentaron más del 80% de los 
espermatozoides vivos en el eyaculado, 75% de 
motilidad progresiva y 14% de formas normales 
según el criterio estricto inicialmente descrito por 
el Dr T Kruger.11 En algunos casos se hicieron 
también procedimientos de criopreservación con 
muestras de donantes normozoospérmicos. 
Además de las muestras de los donantes, se 
evaluaron muestras de semen de pacientes en tra-
tamiento por infertilidad. En este caso se proce-
saron alícuotas del semen de pacientes en trata-
miento con técnicas de FIV y/o ICSI. En algunos 
casos, las alícuotas de semen fueron previamente 
congeladas. 
Métodos
Examen de rutina del semen
Todas las muestras de semen utilizadas en el 
presente estudio (donantes y pacientes en trata-
miento por infertilidad) fueron sometidas a un 
examen de rutina siguiendo los lineamientos su-
geridos por el manual de la OMS.10 En todos los 
casos se realizaron determinaciones del volumen 
de la muestra, concentración, motilidad subjetiva 
y morfología espermática.
Criopreservación del semen
Para la criopreservación de las muestras de 
semen de donantes y de pacientes se tomó una 
alícuota de semen fresco (0,5-2,0 mL) y se diluyó 
con un volumen igual de buffer de criopreserva-
ción (TEST Yolk Buffer, Irvine Scientific, Sta Ana, 
CA, EE.UU.) y se dejó estabilizar por 10 minutos 
a temperatura ambiente en un criovial (Cryovial, 
Simport Plastics, Beloeil, Canadá); posteriormente 
se almacenó a 4º C por 30 minutos, seguido de 
tres descensos de 20 cm en vapores de nitrógeno 
de 10 minutos cada uno, para finalmente sumer-
girlo en nitrógeno líquido hasta el momento de 
su uso. 
Para la recuperación de espermatozoides crio-
preservados, se tomó el criovial del termo de ni-
trógeno líquido y se lo colocó durante 2 minutos 
en agua a 35º C. Posteriormente, las muestras se 
procesaron para la obtención de la fracción mótil 
y para ensayos de inmunocitoquímica.
Selección de la fracción mótil
Una vez completadas las evaluaciones de ruti-
na, las muestras de semen fueron procesadas para 
la obtención de la fracción mótil. Para ello, se em-
plearon diferentes procedimientos según el tipo 
de muestra de partida (semen fresco o congelado, 
proveniente de donantes o de pacientes):
1) Las muestras de semen fresco de donantes fue-
ron procesadas empleando la técnica de filtra-
ción en columnas de lana de vidrio, utilizando 
medio HSM (Human Sperm Medium),12 su-
plementado con albúmina sérica bovina (BSA; 
del inglés Bovine Serum Albumin) (0,3% p/v). 
2) Las muestras de semen del eyaculado fresco de 
los pacientes tratados en el Instituto de Gine-
cología y Fertilidad (IFER) fueron sometidas 
a separación en gradientes de densidad Pure 
Sperm® (Nidacon Int, Mölndal, Suecia). 
3) Las muestras provenientes de donantes y pa-
cientes previamente congeladas fueron proce-
sadas mediante la técnica de filtración de es-
permatozoides en columnas de lana de vidrio.
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En todos los casos se evaluó la concentración, 
motilidad y vitalidad espermáticas luego del pro-
cedimiento de selección y se calculó el porcentaje 
de recuperación de espermatozoides mótiles, de 
la siguiente manera: 
% de recuperación = (Vf x Cf x Mf / Vi x Ci x 
Mi) x 100, donde:
Vf y Vi: Volumen final e inicial.
Cf y Ci: Concentración final e inicial.
Mf y Mi: Motilidad final e inicial.
Capacitación espermática
En algunos casos, la fracción mótil de esper-
matozoides fue incubada en condiciones que 
promueven la capacitación espermática. Para 
ello, se incubaron las células en medio HSM su-
plementado con 2,6% p/v de BSA a 37º C en 
estufa gaseada (5% CO2 en aire) a una concen-
tración de 5 x 106 espermatozoides/mL por 18-
20 horas.
Inmunodetección de CadE en espermatozoides 
Los espermatozoides previamente fijados fue-
ron incubados por 18 horas a 4º C con el an-
ticuerpo policlonal anti-CadE H-108. Luego 
de remover el anticuerpo no unido, las células 
se incubaron con segundo anticuerpo (anti-IgG 
de conejo acoplado a CY3) durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Finalmente se eliminó 
el anticuerpo no unido por sucesivos lavados 
con PBS-Dulbecco y las células se montaron en 
portaobjetos con cubreobjetos en presencia de 
solución de Vectashield (Vector Lab Inc, Birlin-
game, CA, EE.UU.). La localización de CadE 
fue analizada a una magnificación 1.000x uti-
lizando un microscopio Nikon equipado para 
análisis de fluorescencia, con cámara acoplada 
a un programa de captura y procesamiento de 
imágenes (IPLab, Scientific Image Processing, Ver 
3,06; Scanalytic Inc, EE.UU.). Los resultados se 
expresaron como valores promedio para cada pa-
trón de localización de CadE de los registros ob-
tenidos sobre por lo menos 200 células para cada 
individuo. En algunos casos se realizó el proce-
dimiento estándar y un procedimiento adicional 
utilizando el primer anticuerpo a una concentra-
ción 10 veces menor.
Evaluación del estado del acrosoma
Para evaluar el estado del acrosoma de los es-
permatozoides, luego de ser fijados, fueron per-
mabilizados y teñidos con la lectina aglutinina de 
Pisum sativum (del nombre original Pisum sativum 
Agglutinin, PSA) marcada con isotiocianato de 
fluoresceina (FITC, del inglés Fluorescein Isothio-
cyanate (PSA-FITC) durante 1 hora a temperatura 
ambiente en oscuridad. Posteriormente, la lectina 
no unida fue eliminada por medio de lavados con 
PBS-Dulbecco y, finalmente, los preparados fueron 
montados con solución de Vectashield y analizados. 
Los espermatozoides se clasificaron como “intac-
tos” (no reaccionados) cuando presentaron una 
tinción homogénea de gran intensidad sobre el 
acrosoma, mientras que se clasificaron como “reac-
cionados” (pérdida del contenido acrosomal) cuan-
do solo se observó tinción en la región del segmen-
to ecuatorial (SE), o en casos en los que se detectó 
pérdida parcial del contenido acrosomal (patchy, P) 
o no se observó señal de la lectina en la cabeza del 
espermatozoide (negativo, N) (Figura 1).
Figura 1. Patrones de tinción con PSA-FITC en esper-
matozoides humanos. Patrón Intacto: señal en el capu-
chón acrosomal; Patrones reaccionados: Patrón P o pat-
chy: Señal punteada en el capuchón acrosomal; Patrón 
SE: Señal en el segmento ecuatorial; Patrón N: Negativo, 
con señal muy pobre o ausencia de señal.
Este procedimiento fue, además, realizado so-
bre las preparaciones de células luego de comple-
tado el protocolo de inmunodetección de CadE, 
de manera de determinar en forma simultánea el 
estado del acrosoma y la localización de CadE en 
cada espermatozoide. En todos los casos, se regis-
traron, por lo menos, 200 células por cada condi-
ción analizada en cada individuo.
Resultados
Inmunodetección de CadE en espermatozoi-
des provenientes de donantes normozoospér-
micos. Efecto de la criopreservación del semen
Intacto P SE N
Intacto Reaccionados
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Se obtuvieron muestras de semen de 3 do-
nantes normozoospérmicos (D1, D2 y D3) y se 
analizaron los parámetros de rutina (volumen 
del eyaculado, concentración, cuenta y motilidad 
espermática), obteniéndose los resultados que se 
presentan a continuación:
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Figura 2: A. Inmunodetección de CadE en espermatozoides mótiles recuperados del eyaculado. En los ensayos de inmu-
nofluorescencia indirecta estándar, los espermatozoides mótiles seleccionados fueron incubados con el anticuerpo anti-
CadE (H-108), seguido de lavados e incubaciones con segundo anticuerpo marcado con el fluorocromo CY3. Imágenes 
tomadas empleando microscopía láser confocal con objetivo PLAN APO 60x/1.4 oil. En el panel interno se muestra una 
sección ampliada en el panel superior de la derecha. En el panel derecho inferior se presenta el control negativo en donde el 
primer anticuerpo fue reemplazado por la IgG de conejo agregada a la misma concentración en la que se utilizó el primer 
anticuerpo (IgG) y la imagen correspondiente al campo claro. B. Detalle de la localización de CadE en espermatozoides 
humanos no capacitados. La imagen muestra el patrón mayoritario de localización para espermatozoides de tinción en 
el capuchón acrosomal. Se observó, además, señal para CadE en el flagelo. Imágenes tomadas en microscopio óptico de 
fluorescencia con objetivo 100x. Derecha: Tinción con la lectina PSA-FITC.
A
Una vez completada esa evaluación, se sepa-
ró el semen en sendas alícuotas y una de ellas se 
sometió a criopreservación siguiendo el protocolo 
detallado en la Sección Materiales y Métodos. Se 
Tabla 1. Resultado de la evaluación de los parámetros 
de rutina del semen: volumen del eyaculado (mL), con-
centración (millones de espermatozoides/mL), cuenta 
(millones de espermatozoides en el eyaculado) y motilidad 
(porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva) 
siguiendo los lineamientos de la Organización Mundial 
de la Salud (Manual OMS, Version IV, 1999).
procesaron la muestra criopreservada y sin crio-
preservar del mismo donante para seleccionar la 
fracción mótil. Esta técnica de separación de es-
permatozoides ha sido ampliamente utilizada en 
el laboratorio para recuperar espermatozoides mó-
tiles y fue elegida con el fin de obtener un alto 
número de células luego de la criopreservación. 
Como resultado de su uso se obtuvieron porcen-
tajes de recuperación del 24 al 75% (56 ± 16%; 
promedio ± error estándar del promedio, EEP) en 
espermatozoides previamente criopreservados. 
En las tres muestras de espermatozoides frescos 
se detectaron altos porcentajes de espermatozoides 
con acrosomas intactos, obteniéndose un porcen-
taje de espermatozoides reaccionados promedio 
del 7 ± 2%. 
Los ensayos de inmunodetección de CadE, 
realizados de forma conjunta con la evaluación 
del estado del acrosoma, revelaron que el 90±1% 
(promedio ± EEP) de los espermatozoides frescos 
fueron inmunorreactivos para CadE en el capu-
chón acrosomal. Estos espermatozoides fueron 
clasificados como intactos luego de la tinción con 
la lectina PSA: (Figura 2).
B
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En las muestras criopreservadas provenientes 
de los 3 donantes se registró un incremento en el 
porcentaje de espermatozoides reaccionados, que 
alcanzó valores promedio del 16 ± 1%, similares 
a los registrados para espermatozoides del eyacula-
do seleccionados e incubados en condiciones que 
promueven la capacitación (15 ± 3%). Estas obser-
vaciones son consistentes con datos previos de la 
literatura, en donde se menciona que en modelos 
animales la criopreservación de los espermatozoides 
induce un estado de “pre-capacitación”.13 En un 
ensayo preliminar se utilizaron muestras criopreser-
vadas de donantes normales para evaluar el estado 
de capacitación mediante el uso de un inductor fi-
siológico de la exocitosis acrosomal, como es el flui-
do folicular humano. Los resultados mostraron que 
los espermatozoides criopreservados respondían al 
inductor a tiempos más cortos que los espermato-
zoides no criopreservados (datos no mostrados). 
En muestras criopreservadas, los estudios de 
inmunodetección de CadE mostraron que el 70 ± 
4% (promedio ± EEP) de los espermatozoides fue-
ron inmunorreactivos en el capuchón acrosomal. 
Este valor fue significativamente (P < 0,05) menor 
al determinado para las muestras de los mismos do-
nantes sin criopreservar. La disminución observada 
no fue el resultado de alteraciones identificables en 
el comportamiento de la muestra de un individuo 
en particular, sino que esta tendencia fue observada 
en los tres casos (Tabla 2 y Figura 3).
En resumen, como resultado de la criopreserva-
ción, se observó una disminución en el porcentaje 
de espermatozoides inmunorreactivos para CadE 
en la región acrosomal. Estos resultados concuer-
dan con estudios reportados por otros autores que 
describen alteraciones en los niveles de proteínas 
espermáticas en muestras previamente criopreser-
vadas, causadas por el shock térmico, que induce 
la pérdida de componentes de la membrana es-
permática.14,15 Los cambios en los niveles de CadE 
observados fueron más dramáticos que otros, tales 
como el porcentaje de espermatozoides mótiles en 
cada muestra (datos no mostrados). Estos resulta-
dos concuerdan con reportes previos de la literatura 
que describen que los resultados de la evaluación 
de la motilidad espermática y la capacidad fecun-
dante de los espermatozoides no correlacionan, evi-
denciando la presencia de daños subletales como 
consecuencia de la criopreservación, que ocurren a 
diferentes niveles dentro de cada espermatozoide.16 
Evaluación de la expresión de CadE en mues-
tras de semen de pacientes en tratamiento por 
infertilidad
Estudios con espermatozoides seleccionados a 
partir de semen fresco
Se evaluó la presencia y localización de señal 
para CadE en espermatozoides del semen de un 
total de 21 pacientes en tratamiento por infer-
Tabla 2. Resultado de la inmunodetección de CadE (pa-
trón acrosomal) en alícuotas de muestras de tres donantes 
(D1, D2 y D3) procesados inmediatamente luego de su 
obtención (espermatozoides frescos) o sometidos a protoco-
los de criopreservación. * P < 0,05 Prueba t de Student.
Figura 3. Representación gráfica del porcentaje de esper-
matozoides con patrón acrosomal para CadE en suspensio-
nes de espermatozoides mótiles recuperados de muestras de 
semen fresco (Frescos) y previamente sometidos a un proto-
colo de criopreservación (Criopreservados). Se muestran los 
resultados obtenidos para tres donantes (D1, D2 y D3).
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Tabla 3. Evaluación de las características seminales y 
localización de CadE de la población de pacientes en tra-
tamiento por infertilidad con procedimientos de FIV. La 
tabla muestra los valores de concentración (millones/mL), 
motilidad (% de espermatozoides con motilidad progresi-
va) y morfología (% de formas normales; criterio estricto 
de Kruger) espermática, así como también los porcentajes 
de espermatozoides con localización de CadE en la región 
acrosomal (protocolo estándar). En todos los casos para 
cada individuo se analizaron al menos 200 células para 
cada parámetro.
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tilidad, tratados con procedimientos de FIV o 
ICSI. En todos los casos se completó el análisis 
de rutina del semen y se establecieron como cri-
terios de normalidad la presencia de una concen-
tración espermática de al menos 10 millones/mL, 
un porcentaje de espermatozoides con motilidad 
progresiva de al menos 45% y un porcentaje de 
espermatozoides con morfología normal de al me-
nos 12%. Estos valores varían respecto de los esta-
blecidos por la Organización Mundial de la Salud 
(Manual OMS versión IV, año 1999), dado que 
fueron adaptados por el centro de fertilidad como 
estándares en muestras empleadas en procedi-
mientos de reproducción asistida de alta compleji-
dad como son la FIV y el ICSI. En estas muestras, 
el procedimiento de selección de espermatozoides 
mótiles empleado fue un gradiente de densidad 
(Pure Sperm®). Los espermatozoides mótiles re-
cuperados se fijaron y se tiñeron con anticuerpo 
anti-CadE y segundo anticuerpo acoplado a CY3, 
se montaron y analizaron. 
Del total de los 21 pacientes evaluados, se 
identificaron 8 casos en los que el semen pre-
sentó parámetros de concentración y motilidad 
dentro de los rangos de normalidad considera-
dos (concentración: >10 millones/mL; motili-
dad >45% espermatozoides con motilidad pro-
gresiva) y con un porcentaje de formas normales 
igual o superior a 12% (muestras normales o con 
buen pronóstico de FIV), los cuales fueron tra-
tados con FIV (Pacientes P-FIV#; Tabla 3). Los 
pacientes restantes presentaron, además de un 
porcentaje de formas normales menor al 12%, 
alteraciones en el porcentaje de espermatozoides 
mótiles (<45%) y fueron tratados con ICSI (P-
ICSI#: Tabla 4). 
En el grupo de los pacientes con parámetros 
seminales normales y tratados con FIV, 7 de las 8 
muestras presentaron altos porcentajes de células 
con señal para CadE en el capuchón acrosomal 
(91-97%). Los valores obtenidos fueron similares 
a los registrados en las muestras de los donantes 
normozoospérmicos evaluados en paralelo (90 ± 
1% de espermatozoides con localización de CadE 
en la región acrosomal; promedio ± EEP). Sin 
embargo, en el caso de P-FIV17, el porcentaje de 
espermatozoides inmunorreactivos para CadE en 
el acrosoma fue del 40%, valor francamente dis-
minuido respecto del determinado en los donan-
Tabla 4. Evaluación de las características seminales y 
localización de CadE de la población de pacientes en tra-
tamiento por infertilidad con procedimientos de ICSI. La 
tabla muestra los valores de concentración (millones/mL), 
motilidad (% de espermatozoides con motilidad progre-
siva) y morfología espermática (% de formas normales; 
criterio estricto de Kruger), así como también los porcen-
tajes de espermatozoides con localización de CadE en la 
región acrosomal (protocolo estándar). En todos los casos 
para cada individuo se analizaron al menos 200 células 
para cada parámetro.
tes. Esta muestra de semen presentó parámetros 
de rutina del semen dentro de los valores norma-
les (concentración espermática: 200 millones/mL; 
motilidad: 65% espermatozoides progresivos; 
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morfología: 14% formas normales). En la mis-
ma muestra se evaluó el estado acrosomal me-
diante la tinción con PSA-FITC, obteniéndose 
un porcentaje de espermatozoides con acrosomas 
intactos de 78%, resultado similar a los valores 
obtenidos para poblaciones de espermatozoides 
no capacitados recuperados del semen (85 ± 5%; 
rango 70-93%; promedio ± EEP) (Figura 4). 
Cabe destacar que el paciente fue sometido a un 
procedimiento de FIV estándar, en el que la tasa 
de fecundación obtenida fue del 80% (8 ovoci-
tos fecundados/10 ovocitos inseminados), valor 
considerado en el límite de normalidad para el 
procedimiento de FIV estándar por el Instituto 
de Ginecología y Fertilidad. En el resto de los 
pacientes tratados con FIV, las tasas de fecunda-
ción fueron entre el 88 y 100% (datos no mos-
trados).
En el grupo de los 13 pacientes que presenta-
ron porcentajes de espermatozoides con formas 
Figura 4. Inmunodetección de CadE en espermatozoides mótiles recuperados del eyaculado del 
paciente P-FIV17. En los ensayos de inmunofluorescencia indirecta, los espermatozoides mótiles 
seleccionados fueron incubados con el anticuerpo anti-CadE (H-108), seguido de lavados e incu-
baciones con segundo anticuerpo marcado con el fluorocromo CY3 (protocolo estándar). Imágenes 
tomadas empleando microscopía láser confocal con objetivo PLAN APO 60x/1.4 oil. En el panel 
interno se muestra una sección ampliada en el panel a la derecha. En el panel inferior se presenta 
la imagen de la tinción para la lectina PSA-FITC y la sección marcada luego ampliada en el panel 
a la derecha.
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normales menores al 12%, se encontraron, ade-
más, 7 casos con porcentajes anormales de moti-
lidad progresiva espermática (22-40%). Respecto 
de P-ICSI16, el bajo porcentaje de células clasi-
ficadas con morfología normal (4%) fue acom-
pañado por un porcentaje bajo de células inmu-
norreactivas para CadE (25%). La evaluación del 
estado del acrosoma en este paciente arrojó un 
valor del 64% de células con sus acrosomas intac-
tos y un bajo porcentaje de células negativas para 
la tinción con la lectina (28%); mientras que el 
donante normal presenta un 85 ± 5% (rango 70-
93%; promedio ± EEP) de espermatozoides con 
sus acrosomas intactos (Figura 5). 
Figura 5. Inmunodetección de CadE en espermatozoides mótiles recuperados del eyaculado del pa-
ciente P-ICSI16. En los ensayos de inmunofluorescencia indirecta, los espermatozoides mótiles selec-
cionados fueron incubados con el anticuerpo anti-CadE (H-108), seguido de lavados e incubaciones 
con segundo anticuerpo marcado con el fluorocromo CY3 (protocolo estándar). Imágenes tomadas 
empleando microscopía láser confocal con objetivo PLAN APO 60x/1.4 oil. En el panel interno se 
muestra una sección ampliada en el panel a la derecha. En el panel inferior se presenta la imagen de 
la tinción para la lectina PSA-FITC y la sección marcada luego ampliada en el panel a la derecha.
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tos proteicos, anticuerpos para la detección de la 
proteína, entre otros). 
De esta manera se incluyeron en este grupo 
estudiado 10 muestras con diagnóstico ESCA 
(P-ESCA#) y 6 pacientes sin alteraciones en los 
parámetros seminales de rutina, en los que se 
identificó causa de infertilidad femenina (P-N#). 
En ambos grupos, todas las muestras de semen 
presentaron parámetros de rutina dentro de los 
valores normales (criterio OMS, 1999). Para la 
criopreservación se utilizó el mismo protocolo 
que el empleado para los donantes (ver detalles en 
la sección de Materiales y Métodos). Las muestras 
fueron descongeladas y procesadas para la inmu-
nodetección de CadE. 
Los resultados obtenidos se presentan en las 
Tablas 5 y 6.
Tabla 5. Características seminales de las muestras de se-
men criopreservadas de la población de pacientes con pa-
rámetros seminales dentro de los valores normales e infer-
tilidad clínica identificada en la pareja. La tabla muestra 
los valores de concentración (millones/mL), motilidad (% 
espermatozoides mótiles) y morfología (% formas espermá-
ticas normales según criterio estricto de Kruger) de la mues-
tra y los porcentajes de espermatozoides con localización de 
CadE en el acrosoma luego de realizar el ensayo de inmu-
nocitoquímica (protocolo estándar). En todos los casos para 
cada individuo se analizaron al menos 200 células. 
Cuando se realizó la inmunolocalización de 
CadE con anticuerpo anti- CadE a una concen-
tración diez veces menor que la utilizada en los 
protocolos estándar, el porcentaje de células con 
localización de la proteína en el acrosoma dismi-
nuyó aún más, determinándose solo en el 1% de 
las células. La tasa de fecundación por ICSI obte-
nida para este paciente fue del 100% (3 ovocitos 
fecundados / 3 ovocitos inyectados), confirman-
do que esta técnica de alta complejidad, que per-
mite sobrellevar las barreras biológicas naturales 
para el espermatozoide con funcionalidad dismi-
nuida, es la opción terapéutica adecuada en este 
caso.
En el mismo grupo se identificó el paciente P-
ICSI21, con una motilidad alterada y un porcen-
taje de células con morfología normal en el límite 
inferior de la normalidad (9%). En este caso, el 
porcentaje de células positivas para CadE en el 
acrosoma fue del 72%, un valor menor (20%) al 
observado en el grupo de pacientes normales (90 
± 1%). Cuando se realizó la tinción a la menor 
concentración del anticuerpo anti-CadE nueva-
mente se observó que el porcentaje de células con 
localización de CadE en acrosoma fue menor que 
el encontrado en los espermatozoides control (P-
ICSI21: 76% versus control 88 ± 3%). En el pro-
cedimiento de ICSI se obtuvo una tasa de fecun-
dación del 83%. Debe destacarse que esta pareja 
presentaba varias fallas previas en tratamientos 
anteriores y presentó un embarazo no evolutivo 
en el ciclo en que fue analizada la muestra de es-
permatozoides. 
Estudios con espermatozoides seleccionados a 
partir de semen previamente criopreservado
Se procedió a realizar el análisis de la presencia 
y localización de CadE en individuos con Esteri-
lidad Sin Causa Aparente (ESCA). Dada la baja 
incidencia de pacientes con este diagnóstico, esti-
mados entre el 10 y el 15% de las parejas en con-
sulta por infertilidad,17 se decidió almacenar las 
muestras hasta tener un número mínimo acepta-
ble como para su procesamiento en un lapso de 
tiempo corto y así eliminar variables adicionales 
derivadas de la metodología de evaluación (por 
ejemplo, lotes de medio de cultivo, de suplemen-
Según se desprende de los resultados, en la 
mayor parte de los casos los porcentajes de es-
permatozoides con patrón de localización de 
CadE en el capuchón acrosomal fueron similares 
a los obtenidos en las muestras de donantes pre-
viamente criopreservadas (promedio: 70 ± 4%; 
rango: 62-75%) e inferiores a los observados en 
espermatozoides procesados sin criopreservar (P-
N# rango: 52-77%; P-ESCAs rango: 61-90%). 
La presencia de valores menores a los registrados 
en muestras sin previa criopreservación permite 
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Tabla 6. Características seminales de las muestras de se-
men criopreservadas de la población de pacientes con semen 
con parámetros dentro de los valores normales, clasificados 
con esterilidad sin causa aparente (ESCA). La tabla mues-
tra los valores de concentración (millones/mL), motilidad 
(% espermatozoides mótiles) y morfología (% formas esper-
máticas normales según criterio estricto de Kruger)  de la 
muestra y los porcentajes de espermatozoides con localiza-
ción de CadE en el acrosoma luego de realizar el ensayo de 
inmunocitoquímica (protocolo estándar). En todos los casos 
para cada individuo se analizaron al menos 200 células. 
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especular sobre la presencia de alteraciones causa-
das en la membrana plasmática de la gameta por 
el proceso de criopreservación, que se reflejarían 
en una disminución en la señal de CadE.
En la población de los pacientes con pará-
metros seminales normales se identificó un caso, 
P-N12, en el que se registró un porcentaje de cé-
lulas inmunorreactivas para CadE en el acroso-
ma del 52%, valor menor respecto al promedio 
determinado para las muestras criopreservadas 
de los donantes (70 ± 4%). La inmunodetección 
realizada con el anticuerpo anti-CadE a la menor 
concentración reveló un porcentaje de esperma-
tozoides con localización de CadE en acrosoma 
del 32%. Contrastando con este resultado, el 
porcentaje de espermatozoides inmunorreacti-
vos para CadE en los controles no se modificó 
sustancialmente a menor concentración de anti-
cuerpo (control anti-CadE a 2 µg/mL: 69 ± 15%; 
n= 3 donantes). En este caso el procedimiento de 
FIV sobre espermatozoides mótiles seleccionados 
a partir del eyaculado de P-N12 sin previa crio-
preservación resultó en una tasa de fecundación 
del 100% (6 ovocitos fecundados / 6 ovocitos to-
tales), resultados que sugerirían alteraciones en la 
muestra durante el proceso de criopreservación. 
Desafortunadamente no se contó con una alícuo-
ta de la muestra del paciente previo a la criopre-
servación para análisis por inmunocitoquímica. 
Cuando se examinaron los resultados corres-
pondientes al grupo de los pacientes ESCA, se 
identificó un caso, el paciente P-ESCA4, que 
mostró un porcentaje de espermatozoides inmu-
norreactivos para CadE en la región acrosomal 
del 61%. Cuando esa evaluación se repitió con el 
anticuerpo a la menor concentración, solo se en-
contraron 36% de células teñidas para CadE en 
el acrosoma; como se mencionara anteriormente, 
esta disminución no fue observada en los donan-
tes. En el resto de los casos ESCA evaluados no se 
observó una caída tan importante en el porcenta-
je de células teñidas para CadE cuando las células 
se tiñeron con el anticuerpo a la concentración 
menor (P-ESCA2: 72%; P-ESCA3: 78%; P-ES-
CA6: 56%; P-ESCA9: 63%, P-ESCA11: 89%; 
P-ESCA14: 63%; P-ESCA17: 89%). En este 
punto debe destacarse que en el procedimiento 
de reproducción asistida realizado con el pacien-
te ESCA4, se determinó una tasa de fecundación 
del 45% (5 ovocitos fecundados / 11 ovocitos 
totales) en FIV estándar, valor considerado por 
debajo de lo normal (tasa de fecundación normal 
> 80%).
Conclusiones
Los resultados del presente estudio describen 
la detección de una disminución significativa en 
los porcentajes de espermatozoides inmunorreac-
tivos para CadE en espermatozoides seleccionados 
de muestras de semen de donantes normozoos-
pérmicos previamente criopreservadas, respecto 
de alícuotas frescas de las mismas muestras proce-
sadas siguiendo el mismo protocolo. Estos resulta-
dos permiten proponer a la proteína CadE como 
un marcador de integridad de la membrana del 
espermatozoide humano. Asimismo, los estudios 
de inmunodetección de CadE realizados sobre 
muestras de espermatozoides mótiles recuperados 
de semen fresco o previamente criopreservado de 
pacientes en tratamiento por infertilidad, permi-
tieron identificar casos con alteraciones en los 
niveles de CadE, asociados a un desempeño alte-
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rado en procedimientos de reproducción asistida 
(FIV e ICSI). Estudios sobre un número mayor de 
pacientes permitirán evaluar la contribución del 
análisis de la presencia de CadE al diagnóstico de 
la infertilidad masculina, en particular, el aporte 
de una posible sub-clasificación de las muestras de 
los pacientes en función de los porcentajes de cé-
lulas inmunorreactivas para CadE. 
Los resultados presentados, en conjunto con las evi-
dencias previamente reportadas por el equipo de investi-
gación, permiten proponer a CadE como un biomarcador 
estructural y funcional del espermatozoide humano.
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